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摘要 : 树 网 作为 
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-种 新 型 的 、 接 近 灵 长 类 的 实验 动物 ,在 医学 生物 学 上 的 应 用 受到 越 来 越 多 的 
结构 特性 研究 及 冷冻 后 结构 的 完整 性 分 析 是 精子 生物 学 的 主要 内 容 ， 也 有 助 于 树 哆 的 实验 室 快速 繁殖 。 该 
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视 。 精 子 的 
的 (1.05+0.07)%， 总 体积 关 
































尾 及 输精管 精子 总 量 估计 在 2.2X10 ~8.8X10”， 其 运动 度 和 顶 体 完整 率 分 别 为 (68.8+3.9)% 














H(90.0+2.1)%。 利 用 扫描 电子 显微镜 和 透射 电子 显微镜 对 树 吻 附 举 精子 的 超 微 结构 进行 的 观察 和 分 析 显 示 精 子 头 
F 均 分 别 为 6.65 和 5.82 um; 精子 尾部 中 段 、 














主 段 、 尾 段 和 精子 总 长 度 平 均 








5.74 和 73.05 um; ei 



































中段 的 线粒体 螺旋 数量 为 48 个 , 其 轴 丝 结构 为 典型 的 <9+9+2” 结 构 。 
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和 受精 能 力 下 降 的 主要 原因 。 
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有 明显 的 差别 ， 且 超 微 结构 改变 仍 是 冷冻 精子 运动 


aM; 冷冻 损伤 
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Morphological characteristics and cryodamage of Chinese tree 
shrew (Tupaia belangeri chinensis) sperm 


weight was (1.054 
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Abstract: The tree shrew (Tupaia belangeri chinensis) is a small non-rodent mammal, which is a relatively new 
experimental animal in medicine due to its close evolutionary relationship to primates and its rapid propagation. Sperm 
characteristics and cryopreservation in the tree shrew were the main contents of our spermatological research. Epididymal 
sperm were surgically harvested from male tree shrews captured from the Kunming area. The rate of testis weight to body 








+0.07)%, volume of both testis was (1.12+0.10) mL, total sperm from epididymis and vas deferens were 
2.2-8.8x10’, and sperm motility and acrosome integrity were (68.843.9)% and (90.04 








+2.1)%, respectively. Sperm 


ultrastructure of the tree shrew was examined by scanning electron microscopy and transmission electron microscopy. 
Tree shrew sperm had a round or oval shaped head of approximately 6.65x5.82 um, and midpiece, principal piece, tail, 
and total sperm lengths were 13.39, 52.35, 65.74, and 73.05 um, respectively. The mitochondria in the midpiece 
consisted of approximately 48 gyres and had a 9+9+2 axonemal pattern. After freezing and thawing, sperm showed partly 
intact acrosomes and plasma membrane defects, and sperm breakages, twists, and swellings were found. The tree shrew 
had similar ultrastructure with other mammalians except for the mitochondria number and the sperm size. Ultrastructural 
alteration is still the main cause resulting in poor sperm after cryopreservation. 
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树 网 是 一 种 信行 、 树 栖 的 小 型 哺乳 动物 ， 曾 被 
定义 为 攀 鸯 目 、 灵 长 日 (Liu et al, 2001; Wong & Kaas, 
2009)， 目 前 对 树 鸥 的 分 类 地 位 仍然 存在 争议 。 但 无 









































1.2.2 ”精子 收集 与 分 析 “分 离 获得 的 附睾 尾 和 输 
Wea ELP, 37 ‘CTALP-HEPES 洗涤 :; 随后 
置 于 1 mL TALP-HEPES 中 前 至 一 1 cm, METH 



























































论 如 何 , 树 哆 是 最 接近 于 灵 长 类 的 小 型 哺乳 动物 ， 
具有 许多 灵 长 类 动物 共有 的 特征 (Poonkhum et al, 
2000)。 树 哎 在 人 类 医学 及 生物 学 研究 方面 具有 重要 
地 位 ， 如 神经 生物 学 (Remple et al, 2007)、 人 类 肝炎 
病毒 感染 (Xu et al, 2007; Li et al, 2008)、 视 觉 系 统 发 
fi (Poveda & Kretz, 2009) 及 群体 阶层 应 激 (Kozicz et 









































轻 挤 压 管 腔 以 释放 储存 的 精子 ; 微量 移 液 器 吸取 所 
有 精液 ， 混 匀 后 取 10 HL 精液 样品 检测 精子 的 数量 、 
运动 度 和 顶 体 完整 性 ; 剩余 的 精子 经 离心 处 理 后 将 
沉淀 精子 固定 ， 用 于 超 微 结构 分 析 。 

精子 计数 和 运动 度 测定 ”10 pL 新鲜 精子 用 
TALP-HEPES 稀释 100~500 倍 后 取 10 uL 滴 加 到 








































































































al, 2008; Zambello et al, 2010) 等 。 目 前 ， 有 关 雄 性 树 
网 生殖 生物 学 研究 的 报道 较 少 (Collins et al, 2007)。 
Collins et al 于 1982 年 报道 了 雄性 树 哆 生殖 道 的 解 
剖 学 特征 和 生理 功能 (Collins et al, 1982); 随后 ， 有 
研究 报道 了 雄性 树 哆 从 出 生 到 性 成 熟 过 程 的 生殖 
器 官 生长 与 发 育 (Collins & Tsang, 1987); 精子 细胞 
在 而 丸 内 的 成 熟 过 程 (Maeda et al, 1998); HEPER HI 
精子 的 形成 和 染色 质 凝 聚 (Suphamungmee et al, 2008) 
等 结果 。 然 而 , PURSE IL. HEPES EEE 
究 仍 然 很 有 限 。 我 们 曾 报 道 树 网 精子 可 以 被 冷冻 保 
存 (Ping et al, 2011)， 但 是 精子 冷冻 后 的 超 微 结 构 变 
化 尚 不 清楚 。 为 此 ， 本 研究 分 析 树 网 的 墨 丸 、 附 办 
精子 的 形态 学 结构 特征 ， 以 及 树 网 精子 冷冻 复苏 后 
的 结构 变化 。 


1 材料 和 方法 


1.1 实验 材料 

4 只 健康 的 成 年 雄性 树 哆 , 均 来 自 中 科 院 昆明 
动物 研究 所 。 所 有 实验 均 在 当年 3 一 5 月 份 完成 。 
除 特殊 说 明 外 ,所 用 化 学 试剂 均 购 自 Sigma 公司 (St. 
Louis,，MO，USA)。 精 子 稀释 液 为 TALP-HEPES 
(modified Tyrode’s solution with albumin, lactate and 
pyruvate) (Bavister et al, 1983), 冷冻 液 为 TTE(Tris- 
TES-egg yolk)(Si et al, 2000), 均 按照 文献 中 描述 的 
方法 配制 。 
12 ”实验 方法 
1.2.1 睾丸 的 称 重 和 测量 氯胺酮 (60~~70 mg/kg 
体重 ) 经 肌肉 注射 ， 待 树 哆 麻醉 后 称 其 体重 。 在 麻醉 
状态 下 ,外 科 手 术 暴 露 腹腔 后 取 H WEDE 
精 管 ; Ek EE EIA) eBoy oy Be, IF 
对 上 述 各 部 分 分 别称 重 ; 游标 卡尺 测定 举 丸 的 纵横 
KE; BABII AL AMA GA 3 mL 
生理 盐水 的 5 mL 量 简 中 , 通过 观察 量 简 中 液体 体 
积 的 增加 来 确定 墨 丸 的 体积 。 
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已 预 热 至 37 的 血细胞 计数 板 上 ,在 光学 显微镜 
下 计数 前 向 运动 精子 和 原 地 不 动 精子 , 用 二 者 数量 
之 和 计算 每 只 树 网 获得 精子 数量 ; 运动 精子 占 所 有 
计数 精子 的 百分比 即 为 精子 运动 度 ， 其 操作 步骤 参 
考 文献 报道 (Saragusty et al，2009)。 每 次 至 少 计数 
200 个 精子 , 重复 两 次 。 

顶 体 完整 率 检测 ” 痰 光 染 料 FITC-PNA 检测 精 
子 的 顶 体 完 整 率 ， 其 操作 步骤 见 文献 报道 Ping et al, 
2011)。 简 要 描述 如 下 : 精子 样品 在 TALP-HEPES 
中 2 500 r/min, 5 min 离心 和 洗涤 2 次 , 并 稀释 至 ~ 
1X10 个 /mL; W20 uL 滴 在 载 玻 片 上 ， 自 然 风干 后 ， 
在 通风 橱 中 用 甲醇 溶液 浸泡 固定 5 min; 载 玻 片 取 
出 风干 后 ， 加 入 40 pg/mL FITC-PNA 40 uL 于 精子 
样品 上 并 在 37 °C B55 #8 PREG RF A 30 min; 
PBS(pH 7.2) 洗 去 多 余 的 染料 , 在 荧光 显微镜 下 检查 ， 
其 激发 光波 长 和 发 射 光 波长 分 别 为 490 和 515 nm. 
顶 体 完整 的 精子 均匀 地 着 上 苹果 绿色 ,而 顶 体 不 完 
整 的 精子 部 分 着 色 或 不 着 色 。 计 数 顶 体 完 整 和 不 完 
整 的 精子 , 每 次 至 少 计数 200 个 , 顶 体 完整 精子 占 
所 有 计数 精子 的 比率 为 精子 顶 体 完整 率 。 

1.2.3 ”精子 冷冻 程序 ”冷冻 方法 参照 Ping et al 
(2011)。 从 雄性 树 殉 附 界 中 获取 精子 ， 离心 洗涤 后 
TTE 稀释 至 浓度 为 4X10s 个 /mL; 将 其 置 于 4 'C 冰 
箱 中 进行 预 冷 处 理 ,， 直至 精子 混合 液 降 到 4 °C; 将 
精子 混合 液 装 入 0.25 mL 冷冻 麦 管 , 水 平 放置 在 15 
cmx10 cm 的 铝 架 上 并 将 铝 架 悬挂 在 离 液 氮 面 4 cm 
的 位 置 上 平衡 10 min; 随后 将 冷冻 麦 管 投入 液 氮 中 
冷冻 保存 。 冷 冻 保 存 2 d 后 , 取出 麦 管 ， 直接 投入 
37 C 水 浴 中 解冻 ; 解冻 后 将 精子 释放 到 1.5 mL A 
DEH, 并 用 5X 精 液体 积 的 TALP-HEPES 稀释 ; 
随后 以 2 500 r/min、5 min 离心 洗涤 1 次 , 将 沉淀 
精子 按 电镜 样品 的 制作 方法 处 理 。 
1.2.4 ”电镜 样品 的 处 理 与 观察 ”扫描 电镜 样品 的 
处 理 方法 参照 文献 (Simeo et al, 2010) 报 道 进行 。 简 
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述 如 下 : 冷冻 


张 远 旭 等 ; 中 缅 树 欧 精子 形态 特征 及 冷冻 损伤 








-复苏 精子 的 沉淀 中 加 入 2.5% 戊 二 本 








PBS 绥 冲 液 (0.1 mol/L, pH 7.4, 4 'C),4 'C 前 固定 24 h; 














PBS 绥 冲 液 轻 
后 3 次 每 次 20 





水 ; 冷冻 干燥 
子 显微镜 观察 





透射 电镜 样品 的 处 


(Simeo et al 


复苏 精子 的 沉 














轻 漂洗 6 次 , 其 中 前 3 次 每 次 10 min, 
min; 质量 分 数 为 1%~2% 的 狐 酸 4 C 

















后 固定 1 h; XEHE, PBS 缓冲 液 漂洗 3 次 , 其 中 
前 2 次 每 次 5 min, 后 1 次 30 min; 系列 酒精 逐 级 脱 
































处 理 ， 以 及 离子 溅 射 仪 喷 金 ; 扫描 电 
精子 外 部 形态 结构 并 拍照 和 分 析 。 

样品 处 理 也 参照 文献 
，2010) 报 道 进行 。 简 述 如 下 : 冷冻 一 
淀 中 加 入 2.5% 戊 二 醛 PBS 缓冲 液 (0.1 





















































mol/L, pH 7.4), 4 前 固定 24 h; PBS 缓冲 液 漂洗 6 
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次 ,其 中 
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,其 中 前 3 次 每 次 10 min, 后 3 次 每 次 20 min; 质 
分 数 为 1% 的 铁 酸 4 “Cla Th 





E 1 h; 双 回 定 后 ， 














树脂 渗透 、 包 埋 、 半 切片 、》 




















竹 和 酷 酸 双 氧 铀 双重 染色 后 用 























察 精子 超 微 结构 3 
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拍照 和 分 析 。 


C 镜 定位 、 











前 2 次 每 次 5 min, 后 1 
次 30 min; 梯度 酒精 、 丙 酮 逐 级 脱水 ; Epon618 环 氧 
BER; Lecia-R 
超 薄 切片 机 切片 (切片 厚 约 90 nm); 切片 经 柠檬 酸 
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2.1 PYROS ALTO Sete FAAS SRE 
测定 结果 见 表 1。 


R1 ， 树 网 睾丸 大 小 及 附睾 精子 特征 


Tab. 1 Testis measurements and sperm characteristics of tree shrew 






















































































测定 指标 平均 值 + 标准 差 变化 范围 
Index Mean+SD Range 
树 网 体重 Body weight (g) 141.0415.7 124.5-160.08 
mE Weight of total testes (g) 1.49+0.23 1.18-1.73 
ILEEK Ratio of testis/body weight (%) 1.05+0.07 0.95-1.09 
AMLE Weight of left testis (g) 0.75+0.13 0.58-0.88 
AMEE Weight of right testis (g) 0.74+0.11 0.60-0.85 
Mak E Weight of total epididymides (g) 0.19+0.01 0.14-0.21 
7c MPR S25, Weight of left epididymides (g) 0.09+0.01 0.07-0.11 
右 侧 附 而 头 重量 Weight of right epididymides (g) 0.10+0.02 0.07-0.11 
则 附 泽 尾 和 输精管 总 重量 
an ae ea and vasa deferentia epididymides (g) wee ore 
vy et Beier 
eo ees testis (cm) bee ee 
Creston length of ah testis (cm) 要 二 a eee 
i te oe ese oe 
aati ere left testis (cm) 0:68£0.03 Pere 
a are right testis (cm) 9 0.605033 
WME FUR AFR Volume of both testes (mL) 1.12+0.10 0.90-1.30 
ZEAE FLA Volume of left testes (mL) 0.56+0.09 0.45-0.65 
右 侧 墨 丸 体积 Volume of right testes (cm) 0.55+0.09 0.44-0.62 
精子 总 数 Total number of sperm (X 10’) 6.32+2.68 2.2-8.8 
精子 运动 度 Sperm motility (%) 68.8+3.9 60-75 
精子 顶 体 完 整 率 Acrosome integrity (%) 90.0+2.1 86-93 
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精子 超 微 结构 见 表 20 
由 头 、 尾 部 组 成 ,尾部 是 精子 最 长 


























部 分 ， 可 分 为 ! 





段 、 主 段 和 末 段 等 三 部 分 ( 表 2 和 
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1A, B)。 在 扫 





精子 尾部 明显 分 为 中 段 (mid-piece，MP) 、 主 段 





电镜 下 ， 精 子 头 部 呈 圆 形 或 卵 圆 形 
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(principal piece, PP) 和 末 段 (end piece)。 在 透射 电镜 


下 , 整个 精子 




















1 质 膜 包 衷 ， 其 中 头 部 项 体 区 域 的 质 











膜 连接 呈 松 弛 状态 ; 头 部 由 核 、 顶 体 和 后 顶 体 匡 组 
成 ; 顶 体 为 一 位 于 头顶 部 的 蒲 层 帽 状 喜 腔 ; 顶 体 和 
核 之 间 存 在 顶 体 下 间隙 (subacrosomal space, SAS); 
核 由 核 膜 包 被 ,为 头 部 的 主要 组 成 部 分 ， 占 据 头 部 
















































































的 绝 大 部 分 体积 ， 其 电子 密度 大 而 均匀 ; 核 膜 外 为 
电子 密度 小 而 均匀 的 顶 体 ; 1 
逐渐 变 薄 ,在 赤道 段 区 域 最 坚 国 


头 后 端 向 前 端 ， 核 膜 
(图 1C， 





D). 


KRK mA AMEA S, RAA 
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表 2， 树 网 精子 细胞 的 形态 测定 参数 EA: 颈 部 ， 又 称 连 接 段 ， 由 小 头 、 节 柱 和 近 端 中 心 








Tab. 2 Morphometry of epididymal sperm of tree shrew 粒 组 成 小 J 的 uy 型 到 密 纤 维 板 结 构 与 核 未 端 的 













































































Sill eH 测量 值 、 a 、 可 
NES Parameter Measurements HA REMAP. HERE) E T BS 
— Length of sperm (um) 73.05+1.10 填充 在 基板 线 和 小 头 的 间 隙 里 (图 1C)。 
Loe of sperm head (um) 6.65+40.26 尾 主要 由 轴 丝 和 外 周 致密 纤维 组 成 ; $ 丝 起 =o 
部 宽度 Width of sperm head (um) 5.82+0.36 weds ZA d 要 和 
头 部 长 / 宽 Ratio of sperm length to width of head (%) 1.14£0.03 精子 颈 部 ， 延 伸 至 尾部 末 段 ; 轴 丝 由 9 对 双 联 体 周 
尾部 中 段 长 度 Length of middle piece (hm) 13.39+0.81 围 微 管 和 一 对 中 央 微 管 组 成 ,9 对 双 联 体 周 围 微 管 
ES 90 均匀 环绕 在 中 央 微 管 周围 ,形成 了 “9+9+2” 的 微 管 
民 部 主 段 长 度 Length of principal piece (um) 52.35+0.93 be, Jes : 的 See ats ile 
尾部 主 段 宽度 Width of principal piece (um) 0.66+0.02 构造 ; 每 一 对 双 联 体 均 由 一 个 小 的 柱状 微 管 和 
尾部 末端 长 度 Length of end piece (um) 1.48+0.23 个 不 完整 C 形 微 管 组 成 ; 从 中 心 微 管 到 周围 微 管 呈 


















头 部 形态 








图 1 树 葬 精子 的 超 微 结构 

Fig.1 Tree shrew sperm morphology 
A) 完整 精子 外 部 形态 扫描 电镜 图 (X1 500); B) 精子 头 部 形态 扫描 电镜 图 (X4000); C.D) 精子 头 部 超 微 结构 图 (X30000); E-G) 精子 尾部 
中 段 和 主 段 超 微 结 构图 (X15000 一 20 000); H) 精子 尾部 中 段 和 主 段 线粒体 超 微 结构 图 (X80000)。HD: 头 部 ; MP: 尾 部 中 段 ; PP: ERE 
Be; EP: 尾部 末 段 , AC: 顶 体 ; OAM: 顶 体外 膜 ; TAM: 项 体内 膜 ; PL: 质 膜 ; NU: 核 ; NM: 核 膜 ; ES: 赤道 板 ; PAS: Ja TKI; BP: 基板 ; 
CAP: 小 头 ; CP: 有 颈 部 ; SAS: 顶 体 下 间隙 ; PC: 近 端 中 心 粒 ; SC: WHE; MS: Zeer; AN: 终 环 ; AX: 轴 丝 ; FS: FHER; ODF: 外 周至 
密 纤维 ; CS: PRA; CM: 中 央 微 管 ; DM: 双 联 体 。 
A) Whole sperm exterior morphological figure by scanning electron microscope (x1500); B) Sperm head morphological figure by scanning 
electron microscope (x4000); C,D) The ultrastructure of sperm head by transmission electron microscope (x30000); E-G) Ultrastructure of sperm 
mid- and principal piece (x15000-20000); H) Mitochondria ultrastructure of sperm mid- and principal piece (x80000). HD: head; MP: mid-piece; 
PP: principal piece; EP: end piece; AC: acrosome; OAM: outer acrosome membrane; IAM: inner acrosome membrane; PL: plasmalemma; NU: 
nuclear; NM: nuclear membrane; ES: equatorial segment; PAS: post-acrosomal sheath; BP: basal plate; CAP: capitulum; CP: cervical part; SAS: 
subacrosomal space; PC: proximal centriole; SC: segmented columns; MS: mitochondrial sheath; AN: annulus; FS: fibrous sheath; ODF: outer 
dense fibers; AX: axoneme; CS: central sheath; CM: central microtube; DM: doublet. 
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现 放射 状 延伸 ,一 对 中 心 微 管 由 一 个 短 桥 连 接 。 在 ” ” 粒 体 末端 和 主 段 纤维 畏 前 端 之 间 , 为 中 段 和 主 段 的 

尾部 中 段 和 主 段 ， 轴 丝 均 有 9 根 外 周 致密 纤维 环绕 ， ”分 界线 。 纤 维 端 从 精子 主 段 延伸 到 末 段 ,其 电子 密 

每 一 根 外 周 致密 纤维 伴随 一 对 双 联 体 微 管 ; 纤维 横 度 高 且 越 靠近 未 端 越 细 ， 直 至 消失 ; AAR 

截面 呈现 花 流 状 、 黄 豆 状 或 圆 形 。 以 中 心 微 管 轴 丝 。” ”上 腹 侧 纵 柱 及 其 环形 连接 肋 柱 组 成 ， 且 这 两 个 纵 柱 似 

为 基准 将 外 周 致密 纤维 按 顺 时 针 方向 编号 1~9, 结 ” 平 固 定 在 外 周 致密 纤维 3 和 8 上 (图 1E-G)。 

果 发 现 外 周 致密 纤维 大 小 不 同 : 尾部 中 段 , 1、2、5、 ”2.3 冷冻 复苏 精子 形态 结构 的 变化 

6 外 周 致密 纤维 明显 较 其 他 纤维 粗 ; 尾部 主 段 , 1、5、 鲜 精 精子 运动 度 和 项 体 完 整 率 分 别 为 

6 外 周 致密 纤维 也 明显 较 其 他 纤维 粗 ; 尾部 中 段 靠 (68.82+3.95)% 和 (89.99+2.14)%， 解 冻 后 精子 复苏 运 


近 颈 部 的 纤维 较 





(图 1E-H). 


外 周 致密 纤维 



































在 尾部 














粗 ， 主 段 靠近 尾部 末 段 的 纤维 较 细 


中 段 由 线粒体 未 环绕 , 在 
m 在 尾部 中 段 ， 线 粒 体 头 尾 相 接 


绕 致 密 纤 维 ; 精子 线粒体 螺旋 数 为 





48; 在 线粒体 
基底 和 向 内 突出 的 致密 纤维 顶端 














A) 获 光 标记 精子 顶 体 (绿色 ) 的 激光 
(X20000); C) 精子 质 膜 与 顶 体 之 间 存 在 明显 间隔 , 且 项 体 结 构 发 4 








省 的 末端 有 

















一 个 三 角 状 环 , 连接 质 腊 
is 环 位 于 螺旋 状 线 


动 度 和 顶 体 完 
(76.52+1.84)% 
并 /解冻 ， 部 分 精子 的 


( 


冻 / 解 冻 后 ,精子 项 体 结构 出 现 损伤 (图 


头 部 核 表 面 无 可 见 顶 体 ,， 表明 顶 体 完全 缺失 (图 
2D). 














整 率 分 别 为 (44.73+3.67)% 和 
FITC-PNA KEREJ, TILAS 











顶 体 表现 出 部 分 或 完全 缺失 





图 2A); 精子 头 部 核 表 面 的 顶 体 不 匀称 ， 表 明 经 冷 






























图 2 


Fig. 2 Sperm acrosome defects after freezing and thawing 





N RR 





顶 体 的 完全 丢失 


> 项 体 的 部 分 缺失 


E 变 化 (X30000); 


冷冻 /解冻 精子 头 部 项 体 的 缺损 


A) Intact, or partially intact sperm acrosome (green) stained by Alexa Fluor-488-peanut agglutinin conjugate, 





2 B,C); 精子 








A ELS A(X 200), 显示 顶 体 完全 或 部 分 丢失; B) 透射 电镜 下 显示 精子 质 膜 脱离 和 断裂 
D) 于 失 质 膜 和 顶 体 的 精子 (X20000)。 


under a confocal laser scanning 


system (x200); B) The separation and rupture of plasmolemma (x20000); C) The gap between membrane and acrosome (x30000); D) The sperm 


loss of membrane and acrosome (x20000). 


冻 / 解 冻 处 理 后 ， 精 子 膜 结构 变化 主要 




















ATAY 
RME FILS E 2): 头 部 顶 体 处 质 膜 破损 ; 
头 部 和 颈 部 连接 处 质 膜 缺失 ; 尾部 





质 膜 缺失 ; 尾部 主 段 质 








ELAR LAA 
RK; RARE, 








和 外 




















在 冷冻 /解冻 过 程 ! 








， 外 来 冷冻 压 





子 的 机 械 性 损伤 ， 导致 其 不 完整 结构 。 


裂 致 头 、 尾 部 分 离 ( 





图 4A, E); 尾部 





尾部 主 段 、 末 段 断裂 (图 4B-D)。 


PE ERMA; 
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图 3 冷冻 /解冻 精子 质 膜 的 缺损 

Fig. 3 Sperm plasma membrane defects after freezing and 
thawing 

A) 头 部 质 膜 不 完整 (X20000); B-D) 质 膜 完全 丢失 (X30000 一 80000)。 

A) Partially intact membrane (X20000); B-D) Sperm membrane defects 

(X 30000-80000). 














尾部 断裂 

图 4 冷冻 /解冻 精子 不 同 部 位 间 的 断裂 
Fig.4 Sperm breakage in different locus after freezing and 

thawing 
A) 荧光 标记 显示 项 体 消失 和 精子 头 、 颈 部 断裂 (X400); B-D) 光 镜 下 显示 
精子 尾部 断裂 (X200); E) 透射 电镜 下 显示 精子 头 、 颈 部 断裂 (x30000). 
A) Sperm head and neck breakage (400); B-D) Sperm end portion 
breakage under light microscope ( X 200); E) The breakage under 














transmission electron microscope (X 30000). 


\/ 
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冷冻 /解冻 对 精子 的 男 一 个 损伤 体现 于 尾部 的 
弯曲 度 。 精 子 尾部 弯曲 通常 发 生 于 中 段 或 主 段 (图 
5), 致使 主 段 和 中 有 段 的 线粒体 被 同一 质 膜 包 束 ， 造 
成 轴 丝 结构 受 损 ， 进 而 导致 精子 运动 功能 丧失 。 



























































图 5 冷冻 /解冻 精子 尾部 的 弯曲 

Fig. 3 Coiled sperm tail after freezing and thawing 
A) 透射 电镜 观察 的 精子 尾部 极端 扭转 (X2 000); B) 透射 电镜 观察 的 质 
膜 下 折 针 (X50000)。 


A) Twisted sperm tail under scanning electron microscope (X2000); B) 











two-tails section in sperm membrane showed by transmission electron 
microscope (X 50000). 


解冻 过 程 中 , 渗透 性 防冻 剂 致 使 胞 内 渗透 压 高 
于 胞 外 , 胞 外 水 向 胞 内 流入 ， 有 可 能 进而 导致 细胞 
脱 胀 , 如 精子 尾部 中 段 膨胀 (图 6)。 


4 讨论 


与 哺乳 动物 及 灵 长 类 精子 相似 , 树 网 精子 头 部 
时 卵 圆 形 (Downing et al, 2005)。 不 同 物种 精子 头 部 
的 长 度 和 宽度 各 不 相同 , 如 人 类 为 4.5 hm 和 3 um 
(Pedersen, 1969)， 黑 能 为 6.57 um 和 4.76 um (Brito 
et al, 2010)， 而 树 购 为 6.65 um 和 5.82 um. Pa 
子 全 长 为 73.05 um, 与 眼镜 能 和 河 狸 精子 长 度 相似 
(Gage, 1998; Bierla et al, 2007), 但 与 仓鼠 (119 









































图 6 冷冻 /解冻 精子 尾部 中 段 的 膨胀 
Fig.6 Swollen sperm tail mid-piece after freezing and thawing 
A) 扫描 电镜 下 精子 尾部 中 段 脱 大 (X2000);，B-C) 透射 电镜 下 精子 尾部 中 段 膨大 (X50000) 。 
A) Swollen sperm tail mid-piece under scanning electron microscope (X2000); B-C) Swollen sperm tail mid-piece under transmission electron 
microscope (X 50000). 
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um) (Nagy, 1994) 和 人 类 (55 一 60 hm) 差 异 显著 。 另 外 ， 
于 挤 压 释 放 附 虚 尾 和 输精管 中 的 精子 , 所 计算 的 
情 子 总 数 可 能 存在 差异 , 但 损失 精子 比例 可 能 很 小 。 

线粒体 靖 在 精子 尾部 中 段 呈 螺旋 形 包 绕 外 周 
致密 纤维 ,不同 物种 动物 精子 尾部 中 段 的 线粒体 螺 
旋 数 各 异 : 人 类 为 15$ 个 ; 仓鼠 为 133 个 (Nagy, 1994); 
黑熊 为 59 个 (Gage, 1998)， 而 树 网 为 48 个 。 

轴 丝 由 与 精子 运动 密切 相关 的 微 管 组 成 。 不 同 
物种 动物 精子 尾部 的 轴 丝 结构 不 同 , 树 网 精子 的 轴 
丝 结构 类 似 于 人 类 、 蟹 、 长 蜡 尝 能 、 野猪 及 蜜蜂 ， 即 
为 “9+9+2” 型 (EI-Shoura et al, 1995; Bao et al, 2004; 
Fischman et al, 2009; Lima et al, 2009; Mancini et al, 
2009). 
哺乳 动物 冷冻 精子 的 受精 率 和 受孕 率 较 鲜 精 
为 低 (O'"Meara et al, 2005), 因为 在 冷冻 过 程 中 , 精 
子 经 受 着 许多 外 来 压力 的 考验 , 如 冷 休克 、 膜 相 转 
换 、 冰 唱 形 成 等 (Aboagla & Terada, 2004; White, 
1993)。 冷 休克 会 导致 部 分 精子 运动 能 力 丧 失 、 膜 结 
构 损 伤 (Jones & Martin, 1973; Ortman & Rodriguez- 
Martinez, 1994) 及 线粒体 膜 电 位 改变 (Watson, 1995). 
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冷冻 时 ， 由 于 细胞 外 冰晶 形成 将 造成 胞 外 液体 渗透 
压 升 高 , 促使 细胞 内 水 分 外 排 ， 导致 细胞 收缩 ， 如 
细胞 膜 不 能 承受 如 此 剧烈 的 收缩 变化 , 将 出 现 细胞 
损伤 ; 而 解冻 时 ， 胞 外 水 的 流入 又 可 致使 细胞 破裂 
(Mazur, 1984)。 在 对 树 网 冷冻 /解冻 精子 超 微 结构 的 
观察 和 分 析 中 发 现 : 树 购 精子 冷冻 /解冻 后 ， 质 膜 和 
顶 体 最 容易 受到 损伤 ,其 项 体会 完全 缺失 或 损伤 ; 
无 论 在 头 部 还 是 尾部 中 段 和 主 段 ， 质 膜 均 有 可 能 肿 
胀 、 变 薄 、 破 损 、 其 至 缺失 。 同 时 , 解冻 时 , 胞 内 
的 渗透 性 防冻 剂 将 导致 胞 内 渗透 压 高 于 胞 外 ,细胞 
吸水 , 进而 使 得 细胞 因 渗 透 压 梯度 作用 而 表现 为 不 
均一 膨胀 , 如 部 分 精子 尾部 中 段 膨胀 。 再 者 ， 由 于 
机 械 性 压力 影响 ， 很 容易 导致 树 网 精子 头 、 颈 部 断 
裂 ,尾部 中 段 、 主 段 断裂 ， 造成 精子 的 致死 性 损伤 。 
此 可 见 ， 质 腊 和 顶 体 完整 性 受 损 仍然 是 导致 树 唤 
冷冻 /解冻 精子 受精 率 低 下 的 主要 原因 
因此 , 通过 研究 树 移 精子 的 超 微 结构 及 冷冻 对 
超 微 结构 的 影响 有 助 于 改善 现 有 的 树 购 精子 冷冻 
方法 和 提高 树 网 的 人 工 繁 殖 能 力 ,， 为 低温 生物 学 发 
展 提 供 理论 依据 。 
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